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Description 

Obtet de I'lnvention. 

5 [0001] La pr^ente invention concema un concentre de fibrinogdne issu du plasma sanguin humain ou animal et 
son procddd de preparation, ainsi que Tinstallation pour la preparation dudit ooncentrd de fibrinogdne. 
[0002] La prdsente invention conceme dgaiement la composition pharmaceutlque et/ou cosmdtique comprenant 

iedit concentre de fibrinogdne. 

10 AjTlere«olan technoloalaue a la base da I'lnventton. 

[0003] Le fibrinogdne est une protdine plasmatique d'une importance capitals dans le processus de coagulation, et 
ses champs d'application pharmaceutique ou cosmetique recouvrent differents domaines (cicatrisation de plaies, agent 
de coagulation, constituant de colles blologiques, fibrlnogenemie. inhibition de consequences operatolres et post- 
is op6ratoires, 

[0004] La mise k disposition de proteines du sang, telles que le fibrinogene. necessite pour ieur utilisation & des fins 
therapeutiques ou non therapeutiques des techniques de purification permettant d*obtenir des produits de haute purete 
et totalement depourvus de contaminants viraux (HIV. hepatites, parvovirus, ...) ou de molecules biologlques telles 
que des anticorps ou des proteases (Council Directive 65/65 EEC, 75/31 9/EEC & 89/381 EEC). 
^ [0005] Aussi, ditferents proced6s de traitement (filtration, precipitation, chromatographie d'affinite, ...) ont et6 propo- 
ses pour eiiminer ou inactiver les contaminants du plasma et/ou de composes derives du plasma (facteur VIII. facteur 
de von Wlllebrand, flbronectine, ...). 

[0006] Les trattements d'Inactivation virale peuvent consister en un traitement thenmique ou chimique. 

[0007] Un traitement chimique peut par exemple consister en une inactivation virale par solvant-detergsnt telle que 

decrite dans la demande de brevet numero EP-0 131 740. 

[0008] Cependant. ces traitements thermlques ou chimiques d'inactivation virale ne permettent pas d'eilmineir com- 
pldtement certains contaminants viraux, en particulier certains virus non enveloppes tels que le parvovirus B19. 

Etat de la technioue. 

so 

[0009] La demande de brevet PGT/FR89y00050 (VV089/1 2065) decrit une telle inactivation virale par solvant-deter- 
gent dans un procede de separation de proteines du plasma k partir d'une fraction soiubilisee d'un cr/oprecipite de 
plasma. 

[0010] Selon ce precede, on soumet la traction d'un cryoprecipite de plasma resolubillsee dans Teau ^ un traitement 
^ d'inactivation virale par soivant-detergent, puts k une separation unique de chromatographie sur une restne echan- 
geuse d'antons dont la matrlce est un gel capable, de par ses proprietes de porosrte et tfhydrophobicite, de retenir le 
complexe facteur Vlli - facteur de von Wlllebrand. On recupdre ensurte seiectlvement chacune des proteines par des 
augmentations successives de la force ionique du tampon d'eiution. 

[0011] Le premier fi It r§t de ta chromatographie contient principalement du fibrinog6ne, mals aussi de I'albumine, des 
40 Immunoglobulines et les agents d'inactivation virale (Tween et TNBP). 

[0012] A partir de cette solution, le fibrlnogdne est ensulte purlfie (elimination des agents d'inactivation viraie) par 
une nouvelle etape de chromatographie sur colonne de resine d'heparine-sepharose. 

[001 3] La fraction de fibrirK>gene recueillie est ensuite concentree et dialysee par un systema de cassette. Le produit 
concentre est reparti en flacons et tyophilise. 
4S [001 4] Cependant cene technkijue de purification du fibrinogene presente I'inconvenient qu'elle necessite une etape 
de purification complexe et coOteuse par chromatographie. 

[0015] En outre, cette technique de purification ne permet pas de traiter industriellement de maniere rapide des 
volumes Importants de fractions enrichies en fibrinogdne de haute purete. De mSme, le concentre de fibrinogdne purifie 
par une etape suppiementaire de chromatographie sera depoun/u de facteur XIII. ce qui redulralt son application en 
so tant que colle biologique. 

[0016] Les brevets etdemandesde brevet DE-30 01 435,EP-0311 950 etPCT/GB86/00121 (W086/05190)d6crivent 
des procedes de purification de composes sangulns issus de fractions de plasma sanguin par precipitation d pH acide 
et en presence d'un acide amine. 

[0017] De tels precedes peuvent etre combines k un precede chimique d'inactivation virale. 
ss [0018] Neanmoins, les produits obtenus par les dilferentes techniques citees ne sent pas suffisamment purs. 
[0019] En effet, des contaminants tels que des proteases ne sent pas eilmines par ces techniques. 
[0020] De plus, le concentre de fibrlnogene non deiipide obtenu ne peut dtre rendu soluble que Xrks lentement. 
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Bute de i' invention. 

[0021] La pr^sente invention vise ^ obtenir un concentre de fibrinogdne liautennent purifid, ddpourvu de contanninants 
viraux (enveloppSs et/ou non enveloppds) et de mol^ules bblogiques telles que des protteses. 
s [0022] Un autre but de la prdsenta invention est d'obtenlr un concentrd de fibrinogdne qui solt ais^ment solubillsable, 
de pr^fdrence en moins de 10 minutes. 

[0023] Un but compldmentaire de la prdsente invention est d'obtenlr dgalement un concentrd de fibrlnogdne non 
ddpourvu de facteur XIII, de manldre ^ garantir son application en tant que colle biologique. 

[0024] La prdsente invention vise dgatement h obtenir un procddd d'obtention de ce concentrd de fibrinogdne Issu 
10 de plasma sanguin, qui ne prdsente pas ies inconvdnients de I'dtat de la technique citd, en particulier un procddd qui 
soit simple, rapide et peu coDteux, et qui permette d'obtenlr de mani^re industrielle des volumes bnportants de fibrl- 
nogdne hautement purifid. 

Elements caractdrlstlaues do i'lnventlon. 

IS 

[0025] La Oemanderesse a rdussi k isoler un concentrd de fibrinogdne qui est ddpourvu de tous Ies contaminants 
viraux connus pL ce jour, k savoir Ies virus envetoppds et non enveloppes connus, en particulier Ies virus de ITidpatite 
A, de I'hdpatite B et de I'hdpatite C, Ies virus HIV et Ies parvovirus (en particulier le parvovirus B19). 
[0026] En outre, ledit concentrd de fibrinogdne est caractdrisd par une puretd particulidrement dievde, supdrieure k 

20 95%, voire supdrieure k 98%. La fraction restante dans ce concentrd de fibrinogdne est constrtude de facteur Xlll (ia 
proportion du facteur Xlll dans la fraction restante pouvant etre supdrieure k 30%) et d'immunoglobulines. 
[0027] En outre, 11 peut dgatement subsister dans ce concentrd de fibrinogdne une trds faible concentration d'additifs 
chimlques (solvants / ddtergents) utilisds dans le procddd d'inactivatlon chlmique de ce concentrd de fibrlnogdne. 
[0020] Cependantp les solvants / ddtergents ddtectds dans le produit final ne sont prdsents qu'd I'dtat de traces, non 

^5 toxiques. 

[0029] Avantageusement, ledit concentrd de fibrinogdne est dgalement ddpourvu de protdases. 

[0030] Avantageusement, ledit concentrd de fibrinogdne selon I'invention est ddlipidd, c'est-d-dire qu'il peut dtre 

rapidement et aisement solubilisd en quelques minutes, de prdfdrence en moins de 15 minutes, voire moins de 10 

minutes. 

30 [0031] En outre, le concentrd de fibrinogdne ne subit pas de coagulation aprds conservation pendant plus de 12 

mois k 4* C. 

[0032] Preferentiellement, ledit concentrd de fibrinogdne comporte plus de 0.001 %, de prdfdrence plus de 0, 1%, de 
facteur Xlll. 

[0033] La prdsente invention concerne dgalement le procddd d'obtention du concentrd de fibrinogdne dans lequel 
^ on soumet une fraction solubilisde de plasma contenant du fibrinogdne k un traitement chlmique d*inactivation virale, 
k line ou plusieurs dtape(s) de prdcipitation dans une solution k un plH acide et comprenant un acide amind (et dven- 
tuellement k un ou plusieurs traitement(s) physique(s) (traitements par rayonnement ultraviolet, en particulier UVC) 
ou thermique(s) d'inactivatlon virale). 

[0034] La combinaison de ces diffdrentes dtapes permet, de manidre inattendue, d'obtenlr par un effet synergique 
40 le concentrd de fibrinogdne selon rinventlon, dont la puretd est supdrieure k 95 % et qui est ddpourvu de contaminants 
viraux. 

[0035] Avantageusement, I'dtape de prdcipitation k pH acide s'effectue k un pH compris entre 4.0 et 7.0, de prdfd- 
rence entre 5.5 et 8.5. 

[003S] La concentration en acide amInd (de prdfdrence ia Glycine) dans ia solution est comprise entre 0.1 et 3.3 
^ molalre. de prdfdrence entre 0.5 et 1.5 molaire. 

[0037] En outre, le procddd de purification comporte, de prdfdrence aprds chaque dtape de prdcipitation. une ou 
plusieurs etape(s) de filtration du fibrinogdne puriTid. Prdfdrentiellement, cette dtape de filtration s'effectue sur filtre de 
carbone activd. 

[00301 Les flltres carbone AKS-4 ou AKS-7. tels que ceux foumis par la socidtd ZEISS, convlennent particulidrement 
so au procddd de Tinvention. 

[0039] Selon I'invention. le traitement chimique d'inactivation virale consiste en un traitement par solvant-ddtergent 
tel que ddcrit dans la demands de brevet EP-0 131 740. 

[0040] L'dtape thermique d'inactivation virale s'effectue par exemple par chauffage k une tempdrature supdrieure k 
80 '^C, pendant une durde supdrieure ou dgale ^10 heures. de prdfdrence comprise entre 24 et 72 heures. 
^ [0041] L'dtape physique d'inactivation virale s'effectue par traitement de la fraction solubilisde de plasma aux rayons 
ultraviolets C. dont la longueur d'onde est comprise entre 250 et 270 nm, de prdfdrence de I'ordre de 254 nm. et les 

doses d'irradiation sont de I'ordre de 250 Joules/m^ 

[0042] Selon I'invention, la fraction solubilisde de plasma est choisie parmi le groupe constitud par la fraction solu- 
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bilisde cf un cryoprdcipitd de plasma, la fraction Fl de Cohn et/ou un mdlange d'entre elles. 

[0043] Selon une premiere forme d'ex6cution pr6f §ree de rinvention. on soumet pr^alablennent la fraction solubilisde 
d'un cryopr^ipitd de plasma k une dtape unique de chromatographle sur une rdsine dchangeuse d'ions. 
[0044] De pr6f6rence. r6sine dchangeuse d'ions comporte une matrtce constitute d'un gel capable, de par see 
s proprldtds de porositd et d'hydrophobicitd. de retentr le complexe facteur VIII - facteur de von Willebrand prtoent dans 
le plasma. 

[0045] En outre, selon cette fomne d'extcution pr6f6r6e de IMnvention. le proc6d6 comporte dgalement une 6tape 
dans laquetle on soumet prdalablement la fraction solubiliste du cryopr^ipitd de plasma d un trartement de prdpurl- 
ficatbn comprenant un traitement d I'hydroxyde d'atumnne etAou une prteipltation k une temperature comprise entre 
10 l0et20*C. 

[0046] l-a pr6sente invention conceme ^galement la composition phannaceutique et/ou cosmtttque comprenant le 
concentrd de fibrinogdne selon rinvention et/bu dbtenu par le procddd d'obtention selon invention. 
[0047] En particulier, cette composition pharmaceutique et/ou cosmdtique est une colle biologique telle que d^rite 
dans la demande de brevet EP-0 305 243 et comprenant le concentr6 de fibrinogdne selon rinvention. 
IS [0048] Un dernier aspect de la prdsente invention concerne rinstallatlon pour la preparation d'un d6riv6 sanguin. en 
particulier d'un concentre de fibrinogfene, tfune composition phamnaceutique, cosm6tique ettou tfune colle biologique 
selon {'invention. Ladite installation comporte un dispositit assurant une inactivation virale physique de la fraction so- 
lubilisee du plasma selon le procMd de rinvention. 

[0049] En particulier, le dispositif de I'installation de rinvention comporte un emetteur de rayons U VC dont la longueur 
20 d'onde est comprise entre 250 et 270 nm, de preference de I'ordre de 254 nm, I'emetteur emettant k des doses tflr- 
radiation de I'ordre de 250 Joules/hi^. 

Breve description des figures. 



[0051] La presente invention sera decrite de maniere plus detailiee en reference aux figures annexees dans les 
exemples suivants donnes h titre d'illustration non limitative de rinvention. 

36 

Exemple 1 . 

[0052] On utilise comme materiau de depart un cryoprecipite de plasma comprenant du fibrinogene remis en sus- 
pension. 

40 [0053] Cette suspension de cryoprecipite est soumlse k une prepurificatlon par tiaitement k rhydroxyde d'alumlne 
et une precipitation k froid. 

[0054] Cette solution prepurifiee est soumise ensurte h un traitement d'inactivation virale par sotvant-detergent telle 
que decrite dans la demande de brevet europeen EP-0 131 740. 

[0055] Cette fraction solubillsee est ensuite soumise k une etape unique de chromatographle sur une resine echan- 
4S geuse d'ions et on recupdre seiectivement la premiere fraction obtenue (eiuat + volume de lavage) qui est purrfiee par 
une premiere etape de precipitation dans les conditions suivantes: 

temperature = 25 *C 
- Na citrate 0.15 M, NaCI 0,15 M, Glycine 1 M 
so . pH 6.1 (HC1 1 normal) 
Glycine 1 M. 

[0056] Ensuite, on porte la temperature & +4 'C et on effectue une centrifugation. 
[0057] On redtssout le precipite dans les conditions suivantes: 

55 



ss [0050] 



La figure 1 



represente I'analyse densimetrique sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) du fibrinog6ne pu- 
rifie par drfferentes methodes. 

representent I'analyse zymographique du fibrinogene purifie par differentes methodes. 
represente de maniere schematique une installation pour la preparation du concentre de fibri- 
nogene selon rinvention. 



Les figures 2^5 
50 La figure 6 



- pH 7.0 
temperature = 30 "C 

- Na citrate 0.15 M, NaCI 0,15 M, Glycine 1 M 
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- fiftration AKS-4 - AKS-7 

- pH 6.1 (HCI1 normal). 

[005S| On repofte ensuite la temperature ^ +4 et on effectue une centrifugation. 
5 [0059] Le pr6cipit6 est redissout dans les conditions suivantes: 

temp6ra1ure = 30 **C 

Na citrate 0.0 5M, monodextrose 50 g/l 

- NaCIO.OSM 
10 - pH7. 

[0060] Le pr6cipit6 est ensuite filtr6 sur un fiftre de cartaone du type AKS4-EKSP <8) (SEITZ), puis concentrd et dlafiftr^. 
Le produft concentrd est ensuite st^rifiltrd aprds ajout stabilisateur (sucrose), mis en flacons et iyophilisd. 
[0061] Les rendements obtenus selon le procddd de rinventfon sont de I'ordre de 80% et la puretd des produits 
IS atteint des valeurs de l*ordre de 98% ± 2%. 

Exemple 2. 

[0062] On utilise, comme dans I'exemple 1 , comme mat6riau de depart, un cryopr6cipit6 de plasma soumis ^ un 
so traitement chlmique d'inactivation virale par solvant-ddtergent; mais sans soumettre le cryoprdciprtd § une ^tape de 
pr^purrfication par chromatographie comme dans I'exemple 1. 

[0063] La purification du fibrinog^ne est obtenue par une seule dtape de prteipitation. Les rendements obtenus sont 
de I'ordre de 70 k 80% et la puretd des produits atteint des valeurs de I'ordre de 75 k 85%. 

[0064] Le tableau 1 ci-dessous reprend les donndes comparatives de dtffdrentes mdthodes de purification du fibri- 
25 nogdne. 



Tableau 1. 





Rendement 
global % 


Puretd % (e) 


Tween 80 ppm (f ) 


TNBP ppm (g) 


Protdases (h) 


Methode 1 (a) 


70-80 


>98 


< 10 


< 1 




Methode II (b) 


70-80 


75-85 


125 


<20 


++ 


Methods III (c) 


>90 


>90 


82 


< 10 


± 


Methode IV (d) 


nd 


70-80 


nd 


nd 





(a) lo fa>rtnog^ne est purifi^ k partir de ta premtdre fractk>n obtenue s^lectivemenl it parlir <f une Mapo unique de ohromalographfe, euivte de 2 
precipitations k la Glycine et filtration sur tatre AKS4-EKSP ® (exemple 1). 

(b) Le fibrinog^ne est purifi^ a partir <f un cryopr^cipitd de ptasma non pn^ traits par (Aromalographb et purili^ par une seule prteipHafion (exemple 2). 

(c) Le proc^dd est idenflque au proc^dd (a) mais ne comporte qu^jne seule pr^lpltation k la Glycine. 



40 (d) Le fibrinogtoe est puriRd selon ie proc^dd d^crit dans la demands de brevet PCT>FR88/00060. 
(e) Analyse densitometrique du gel de polyacfylamide (SDS-PAGE, voir figure 1 ). 
(0 La limite sup^rieure acceptable de la concentration du IWeen 80 doit 6tre Infdrieure & 100 ppm. 

(g) La liroiie sup^rieure acceptable de la concentration du TNBP doit 6tre infdrieure 10 ppm. 

(h) La presence de proteases a M mise en dvidence par analyse zymographique (voir figure 2). 

4S 

[0065] L'analyse densitomdtrique sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) de la figure 1 reprend diffdrents lots de 
fibrinog&nes obtenus par diffdrents procddes seton ['invention et selon Tdtat de la technique. 

Quantity de materiel d^posd par piste : 5 pg protdlne 

so 

[0066] 

Pistes 1,8 : standards de poids mol6culaires BIO-RAD ©/High range" 
Piste 2 : mise en solution du cryopr^cipit^ 
55 - Piste 3 : fibrinogens standard de chez Kordia (8) 

Piste 4 : fibrinog^ne pr6par6 k partir du cryoprSclpit^ (2 precipitations k la Glycine) 

Piste 5 : fibrinogdne prSpard k partir du pb A d'une cobnne dchangeuse d'ions (1 precipitation k la Glycine) 
Piste 6 : fibrinogdne prepare a partir du pic A d'une colonne echangeuse d'ions (2 precipitations k ta Glycine) 
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Piste 7 : fibrinog^ne pr6par6 k partir cfune colonne Hdparine-Sdpharose (Pharmacia) 

[0067] Les pistes 2. 3» 4 et 7 comportent une bande suppldmentaire (MW 300.000) de fibronectine. 
[0068] Uanalyse zymographique pr6sent6e aux figures 2^5 reprend Panalyse de diff6rents tots de fibrinogdne ob- 
tenus par diff^rents proc^^s selon i'invention et seton \*6tat de la technique (sur gelatine (figure 2), sur gdlatine + 
EDTA (figure 3). sur casdine (figure 4). sur casdine -i- EDTA (figure 5)). 

Quantity de materiel d^pos^ par piste : 500 ^g protdine 

[0069] 

Pistes 1 ,8 : standards de poids mo16culaires BIO-RAD (B> 'High range' 
Piste 2 : mise en soiution du cryopr6cipit6 
Piste 3 : fibrlnogfene standard de chez Kordia ® 

- Piste 4 : fibrinog^ne prdpard h partir du cryopr^cipitd (2 pr^ipitations d la Glycine) 

Piste 5 : fibrinogens prdpard k partir du pic A d'une colonne ^hangeuse d'lons (1 precipitation k la Glycine) 
Piste 6 : fibrinog^ne prepare k partir du pic A d'une colonne ^hangeuse d'ions (2 precipitations k la Glycine) 

- Piste 7 : fibrinogdne pr^pard k partir d'une colonne Hdpartne-Sdpharose (Phamnacia) 

[0070] Les pistes 2 et 7 indiquent clairement la pr^ence de protases. 

Exemple 3 : Preparation de concentre de fibrinoodne k oartir de la fraction Fl ffractlonnement de Cohn (voir tableaux 
2et3). 

Obtention de la fraction FL 

[0071] 50 I de plasma sont d6congel6s ^ 0 ± 2 '^C et centrifuges pour obtenir le cryoprecipite. Le pH du plasma 
pauvre en cryoprecipite est amen6 a pH 7.2 avec du HCI et est additionnd par de methanol (9 ± 1%). La temperature 
est maintenue k -2.5 "C. Apres deux heures d'incubation, la suspension est centrifugee et un cutot (Fraction I de Cohn 
ou Fl) est obtenu (± 800 g). 

[0072] La fraction Fl est resuspendue dans du tampon citrate (citrate Na 0,15 M - NaCI 0,15 M - pH 7,0± 0.1 ) ^ 16 
°C. De I'alhydrogel (2% concentration finale) est ajoute, et Pincubation se poursu it 20 minutes k 22 **C. Apr^s elimination 
du culot riche en proteases, le sumageant est filtre sur filtre clarifiant (1 ^im Pall) avec un debit de 1 I/m. Une premiere 
inactivation virale est menee par addition de solvant-detergent (8 heures en presence de Tween 80 1% et de TNBP 
0,3% k 25 •C), 

Pmmf^ precipitation ^ fa Gtvcino. 

[0073] Apres inactivation, le PH est ajuste ^ 6.1 ± 0.1 et la concentration en Glycine est amen6e k 1 M. Apres 
minimum 2 heures de precipitation k 4 '^C, la suspension est centrrfugee ou decantee. Le culot est dissous dans 10 
fois son volume en tampon citrate k 30^C et le pH est ramene ^ 7.0 ± 0.1 . 

Elimina^n du soh/ant-d6tement par fUtmtion absomthfe clariffante. 

[0074] La suspension est filtree sur charbon de type AKS-4 ou AKS-7 (3 plaques) et filtre de type Kieselguhr EKSP 

(3 plaque) (debit 700 ml/min). 

[0075] L'eiimination du solvant-detergent est plus efficace sur les filtres charbon AKS-4 ou AKS-7 tels que ceux 
fournis par la societe ZEISS que sur les filtres 'detipided' tels que ceux foumis par la societe GUNO. 

Seconde precipitation it ia Glycine. 

[0076] Le pH du filtrat est ramene a 6. 1 ± 0. 1 . et la Glycine est additionnee (concentration finale 1 M). La precipitation 
^ 4 ""C dure minimum 2,5 heures. Le precipite est obtenu apres centrrfugation ou decantation. 

Seconde filtration clariHante. 

[0077] Le culot est dissous dans du tampon citrate 3 fois dilue et filtre, comme precedemment decrit. 
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Concentration ei diafiltmtion, 

[0078] Le f iltrat de la seconde filtration est concentrd par ultrafiltration (Filtron <B>. MIIKpore) ("clotting assay") et diafiltrd 
oontre du tampon citrate 3 fois dllud. 

Addition des stabiiisateurs et seconde inactivation vira/e oar fas rayons ultraviolets. 

[0079] Des stabiiisateurs sent additlonn6s au fibrinogfene purlfid, le pH est ajust6 k 7.0 ±0.1 et la solution de fibri- 
nog6ne peut dtre trait6e par des rayons UVC pour pouvoir inactiver notamment les virus non enveloppds (parvovirus 
B19» virus de I'hdpatite A et C, ...). 

Fihmtion st^rifisante. 

[0080] solution est f ittrde stdrilement sur filtre Minidisk (B> 0,45 et 0,22 (Mlllipore). 
LvoohUisation et tmitement themiaua s^vdra. 

[0081] Aprds lyophilisation. le fibrinogens peut dtre chauffd £i 80 '^C pendant une durde supdrieure ou dgale h 10 
heures, de prSfSrence pendant une durde connprise entre 24 et 72 heures. 

R6su!tats. 

[0082] Le produit obtenu est caractdrisd par les propri6tds suivantes : 

rendement : 0,4 ^ 1 g/1 de plasma de ddpart (fraction Fl) 
effluent : 0,2 mg/l de plasma 
puretd : sup^rieure h 98% 

haute concentration en facteur VIII (m§me aprds chauffage a sec sdvdre) 

absence de protdases (notamment de proteases ddpendantes de la vitamine K) mesurables 

produit soluble en moins de 10 minutes 

produit caractdrisd par une trds grande stability en solution : pas de coagulation aprds conservation pendant plus 

de 12molsa4**C 

trds bas coOt de production 

faible reduction de I'activitS du fibrinogdne ayant subi trois Inactivattons virales 
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Tableau 2 



Plasma decongele 
10 cenlrifugatton 



20 



40 



so 



Ciyoprecipite 



surnageant 

IS 9% alcool ETOH 

CeotrifiigatioD 



Surnageant 



Culot ^ FI de Cohn 
Decongelation 

2s Dissolution a IS^'C 

Tampon citrate 

1 

30 addition 2% alhydrogel 

T*22*±2«C 

1 

gg Precipitation 

* * Culot 

INACnVATION VIRALE N* 1 
+ Tween 80 
TNBP 
6al0h 

i 

Addition glycine IM 
pH 6.1 ± 0,1 

i 

T«'4*C 

1 

Centrifugation ou decantation 



55 
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Tableau 3 



Lc culoc est mis en solation* 
Tampon citrate 

1 

Filtration AKS4 
CKSP 
I PH 7.0 + 0.1 

Filtrat glyctne IM 
pH6,l 
P» -> 4«»C 



1 



Centrifugation 

Decantation 

I 

Culot dissous 

Citrate Na 0,05 M 
NaCl 0,05 M 
pH 7,0 ±0,1 



Fiitration 
AKS-4 - EKSP 



i 



Concentration 
et dialyse 
INACnVATION VIRALE 2 



Addition stabilisateurs 
Fiitration sterile 
Ivophilisation 

i 

TyACTIVATION VIRALE N" 3 
ChaufTage severe (DH) 
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installation pour la preparation du concentfd de fibrinogfene selon Tinvention. 



[0083] La figure 6 annexde reprdsente de manidre schdmatique une installation pour la preparation du concentrd 
de fibrihog&ne selon I'invention. 
5 [0084] Cette installation connprend des dispositlfs (1 at 2) assurant la precipitation, la c8ntrifugation/d6cantation, 
filtration, concentration et dialyse du concentre de fibrinogdne selon Pinvention et adaptable par I'homme du metier en 
fonctlon du derive sanguin traite. 

[0085] En outre, cette installation comporte un dispositif (portent le rep6re de r6f 6rence 3 dans la figure 6 annexes) 
assurant par un traitement physique une inactivatton virale du derive sanguin. 
10 [0086] L'installation selon la prdsente faivention peut done dtre utilisde pour un traitement physique d'inactlvatlon 
virale de tout d^rivd sanguin. en partlculler cefle des facteurs de coagulation (facteur VIII, facteur IX, des Immu- 
noglobullnes, de I'albumine, du fibrinog^ne .... 

[0087] Ce dispositif comprend un tube de d6sinfection UV dont plus de 90% de remission s'effectue entre 250 et 
270 nm, de preference k 254 nm, et qui est monte dans une enceinte reflectante qui renvoie le rayonnement vers un 
IS tube en quartz ou en materlau polymerise et non absorbant dans cette zone de bngueur d'onde. Aucun contact n'est 
possible entre le produrt circulant dans le tube 4 et la lampe UV 5. 

[0088] Un systeme de turbulence, tel qu*une baffle ou une injection d'azote, permet de maintenir un fiux homogene 
dans le tube. Le systeme de contrdle de la quantite d'UV qui irradie le tube est place du cdte oppose du tube par 
rapport k la lampe. Le temps de maintien du produit peut §tre ajuste pour obtenir une dose constante d'irradiation. Le 
20 diametre du tube peut fitre adapte au volume & tralter ainsi que la puissance ou la longueur de la lampe de desinfection. 
La temperature est contrdiee et enregistree tant ^ I'lnterieur de I'enceinte que dans le liquide. 
[0089] Tout le systems est en matertaux en accord avec les bonnes pratiques de production phamiaceutique (QMP). 
comme de Tinox 304, du Tefion, et peut etre traite de maniere sanrtaire sur place. 

[0090] L'utilisation d'un tel systems de rayonnement UV, en partlculier de rayonnement UVC, permet d'inactiver les 
2^ virus, notamment les virus non enveloppes, en particulier les virus simple brin tels que le parvovirus murin (5^6 log 
d'inactivation virale), 

[0091] Le systeme est place en aval du procede de preparation du derive sanguin, par exemple avant la filtration 
sterilisante ou aprds Tultrafiltration. 

[0092] La puissance de la lampe UV est comprise entre 18 et 132 WSatts. L'activlte des preparations (fac^ur VIII, 
30 fibrinogens et IgG) utilisees est peu affectee (5% en moyenne de reduction d'activite). 

[0093] Le dispositif peut etre construit d'un seul tenant ou en modules juxtapose places en s6rie- Les doses d'irra- 
diation varient entre 100 et 2000 Joules/m^, mais sont de preference de I'ordre de 250 Joules/m^. 
[0094] Le dispositif de desinfection UV utilise dans l'installation selon I'invention est de type s.p.1 (AQUAFINE (8), 
Valencia. CA (USA)). 

3S 

Exemple 5 : Analyse du concentre de fibrinogens seton PInventioa 

[0095] Le tableau 4 donne une analyse des caracteristiques du concentre de fibrinogene prepare k partir d*une 
fraction solubilisee de plasma constituee par la fraction solubilis6e d'un cryoprecipite de plasma soumis k une etape 
40 unique de chromatographie sur une resine 6changeuse d'ions (effluent chromato), 6ventuellement traitee par un chauf- 
fage severe (effluent chromato DH) ou obtenue par le traitement de la fraction I de Cohn (Fl). 6ventuellement traitee 
par un chauffage severe (Fl DH). 

[0096] Cette analyse montre que le produit obtenu presente une purete particulierement eievee, superieure ^ 98%, 
presente de tree faibles proportions de solvants / detergents, mais consen/e une fraction importante de facteur XIII 
^ assurant I'appllcation du concentre de fibrinogene selon I'inventbn en tant que colle biologique. 



Tableau 4. 



so 



ss 



Fraction de depart 


Purete (%) 


mg FXIII/I 


ppm IVveen 80 


ppm TNBP 


Effluent chromato 


>98 


35 


13 


<0,5 


Effluent chromato DH 


>9B 


0,7 


17 


<0,5 


Fl 


>98 


360 


<10 


<0,5 


Fl DH 


>98 


103 


<10 


<0,5 


DH : dry heat = chauffage severe 
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Revendicatlona 

1 . Concentrd de fibrinog^ne, caractdrisd en ce qu*il est ddpourvu de contaminants viraux, en ce que sa puretd est 
supdrieure k 98%, et en ce qu'il est d^poun^u de proteases. 

2. Concentre de fibrinog^ne salon la revendication 1 . caract6ris6 en ce qu'il est delipidd. 

3. Concentr6 de fibrinog6ne selon la revendication 1 ou 2, caiact6rls6 en ce qu'il ne subit pas de coagulation aprds 
oonsen/ation pendant plus de 12 mois k une temperature de 4 ''C. 

4. Proc^dS d'obtentfon du concentre de fibrinogdne selon Pune quelconque des revendications pr^ddentes, carac- 
t6ris6 en ce que i'on soumet une fraction solubitisde de plasma comprenant du fibrinog6ne ^ un traltement chlmique 
d'inactivation virale par addition de sofvant/d6tergent. k une ou plusleurs 6tape(s) de prdcipitatlon dans une solution 
comprenant un aclde amln6. de pr6f6rence la Glycine, et k pH actde, et une ou plusleurs dtape(s) de filtration du 
fibrinogens purifl^, de preference sur filtre de carbone active. 

5. Precede selon ia revendication 4» caracterlse en ce que le pH de la solution est compris entre 4.0 et 7.0, de 
preference entre 5.5 et 6.5, et en ce que la concentration en acide amine dans la solution est comprise entre 0.1 
et 3.3 molaire, de preference entre 0.5 et 1.5 molalre. 

6. Precede selon la revendication 4 ou 5, caracterlse en ce qu'il comporte une etape thermique d'inactivation virale. 
de preference par chauffage de la fraction solubilisee de plasma k une temperature superieure ou egale gi 80 ''C 
pendant une dur6e superieure ou 6gale k 10 heures, et/bu une etape physique d'inactivation virale par traitement 
de la fraction solubilisee de plasma aux rayons ultraviolets C, dont la majorite de remission du rayonnement s'ef- 
fectue de preference entre 250 et 270 nm, et dans laquelle les doses d'trradiation sont de preference de I'ordre 
de 250 Joules/m^. 

7. Precede selon I'une quelconque des revendications 4 k 6, caracterise en ce que la fraction solubilisee du plasma 
est choisie parmi le groupe constltue par la fraction solubilisee d'un cryoprecipite de plasma, ia fraction Fl de Cohn 
et/ou un melange d'entre elles. 

8. Precede selon la revendication 7. caracterise en ce que la fraction solubilisee du cryoprecipite de plasma est 
prealablement soumise k une etape unique de chromatographie sur une resine echangeuse d'lons, comportant 
de preference une matrice constituee d'un gel capable de par ses proprietes de porosite et d'hydrophobicite de 
retenir le complexe facteur Viil - facteur de von Willebrand. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que I'on soumet prealablement la fraction solubilisee du cryo- 
precipite de plasma k un traitement de prepurification comprenant un traitement k I'hydroxyde d'alumine etA>u une 
precipitation k une temperature comprise entre 10 et 20 'C. 

10. Composition pharmaceutique. cosmetlque ou colle blologique comprenant le concentre de fibrinogene selon Pune 
quelconque des revendications 1 k 3. 

11. Installation pour la preparation d'un concentre de fibrinogene selon I'une quelconque des revendications ^ kS, 
d'une composition pharmaceutique, cosmetique et/ou d'une colle blologique selon la revendication 1 0, caracterisee 
en ce qu'elle comporte un dispositif qui est de preference un emetteur de rayons UVC dont la longueur d'onde est 
comprise entre 250 et 270 nm, de preference de rordre de 254 nm, k des doses d'irradiatlon de I'ordre de 250 
Joules/m^, assurant une inactivatlon virale de la fraction solubilisee de plasma contenant du fibrinogdne selon le 
precede de la revendication 6. 



Paten tansprflche 

1. Fibrinogenkonzentrat, dadurch gekennzeichnet, da8 es frei von viralen \ABrunreinigungen ist, dafl seine Reinhelt 
groBer als 98% ist, und da8 es frei von Proteasen ist. 

2. Fibrinogenkonzentrat gema8 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es von UpkJen befreit ist. 
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3. Fibrlnogenkonzentrat gema3 Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB es nach Aufbewahrung wahrend 
mehrals 12 Monaten bei einer Temperatur von 4°C keine Koagulatioh erleidet. 

4. Verfahren zur Herstellung des Fibrinogenkonzentrats gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche. da- 
durch gekennzeichnet daf) eine solubilisierte Plasmafraktion. die Fibrinogen enthalt, eIner chemischen Behand- 
lung zur viralen Inaktivierung untenA/orfen wind durch Zugabe von Ldsungsmittel/Reinigungsmittel bei einem oder 
mehreren Schrltten zur Ausfallung in einer Losung. die eine Aminos^ure, vorzugsweise Glycin, enthalt, und bei 
saurem pH, und einem oder mehreren Schrltten zur Filtration des gereinlgten Fibrinogens, vorzugsweise auf Ak- 
tivkohlefifter. 

5. Verfahren gemafB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der pH der Ldsung zwischen 4,0 und 7,0, vorzugs- 
weise zwischen 5,5 und 6,5 liegt, und da3 die molare Konzentrafk>n an Aminosaure in der Losung zwischen 0,1 
und 3,3, vorzugsweise zwischen 0.5 und 1,5 liegt. 

6. Verfahren gema3 Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daQ es einen thermischen Schritt zur viralen In- 
aktivierung umfa3t, vorzugsweise durch Erhitzen der solubilislerten Plasmafraktton auf eine Temperatur von 80*C 
Oder darOber wahrend einer Dauer von mindestens 10 Stunden, und/oder eInen physikallschen Schritt zur viralen 
Inaktivierung umfaBt durch Behandlung der solubilislerten Plasmafraktk>n mtt Ultravlolett-C-Strahlen, wo die mei- 
ste Strahlung vorzugsweise zwischen 250 und 270 nm emittlert wird, und bei dem die Bestrahlungsdosen vor- 
zugsweise ungefahr 250 Joule/m^ betragen. 

7. Verfahren gemaO Irgendeinem der Anspruche 4 bis 6. dadurch gekennzeichnet, daO die solubilisierte Plasmafrak- 
tion in dhBr Gruppe gewahtt wird. die von der solubilislerten Frakton eines Plasma-Kiyoprazipitatd, der Fl-Fraktk)n 
von Cohn und/oder einem Gemisch davon geblkiet wird. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzek:hnet, daB die solubilisierte Fraktion des Plasma-Kryoprazipitats 
zuvor einem einzelnen Chromatographieschritt auf einem lonenaustauscherharz unterworfen wird, das vorzugs- 
weise eine Matrix umfafBt, die aus einem Gel besteht, das aufgrund seiner porosen und hydrophoben Elgenschaf- 
ten den Komplex Faktor Vfll - von Willebrand-Faktor zurOckhalten kann. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die solubilisierte Fraktion des Plasma-Kryopraziprtats 
zuvor einer Vorreinigungsbehandlung unterworfen wird, die eine Behandlung mit Aluminiumhydroxid und/oder 
eine Ausfallung bei einer Temperatur zwischen 10 und 20^*0 aufweist. 

1 0. Pharmazeutische, kosmetische Zusammensetzung oder bk>logischer Kleber, die das Fibrlnogenkonzentrat gemaB 
irgendeinem der AnsprOche 1 bis 3 aufweisen. 

11. Aniage zur Herstellung eines Fibrinogen konzentrats gemaS irgendeinem der AnsprOche 1 bis 3, sowie einer phar- 
mazeutischen, kosmetischen Zusammensetzung und/bder eines biologischen Kiebers gemaB Anspruch 10, da- 
durch gekennzeichnet. daB sie eine Vbrrichtung umfaBt, die vorzugsweise UVC-Strahlen emittlert. deren Wellen- 
lange zwischen 250 und 270 nm, vorzugsweise bei ungefahr 254 nm liegt, bei Bestrahlungsdosen von ungefahr 
250 Joule/im^, wodurch eine virale Inaktivierung der solubilislerten Plasmafraktion. die Fibrinogen enthalt. gemaB 
dem Verfahren des Anspruchs 6 sicherstellt wird. 



Claims 

1 . A fibrinogen concentrate, characterized in that it is free of viral contaminants, the purity thereof is higher than 98%, 
and it is free of proteases. 

2. A fibrinogen concentrate according to claim 1 , characterized in that it Is lipid-f ree. 

3. A fibrinogen concentrate according to claim 1 or 2, characterized in that it does not experience any coagulatton 
after storage for more than 12 months at a temperature of 4*^0. 

4. A process for obtaining the fibrinogen concentrate according to any of preceding claims, characterized in that a 
fibrrnogen-comprising plasma solubilised fraction is submitted to a chemical treatment of viral inacttvatk>n by ad- 
dition of solvent/detergent, to one or nnore precipitatksn steps in a solutk>n comprising an amino acid, preferably 
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glycine, and at an acidic pH, and to one or more filtration steps for the purified fibrinogen, preferably on an active 
carbon filter. 

5. A process according to claim 4, characterized in that the solution pH ranges between 4.0 and 7.0, preferably 
between 5.5 and 6.5. and the amino acid concentration in the solution ranges between 0. 1 and 3.3 molar, preferably 
between 0.5 and 1 .5 molar. 

6. A process according to claim 4 or 5, characterized in that it includes a thermal step of viral inactivation, preferably 
by heating the solubilized plasma fraction at a temperature higher than or equal to 80°C. for 10 or more hours, 
and/or a physical step of vtrat inactivation by treating the solubilized plasma fraction to ultraviolet C rays..most of 
the radiation emission of which Is carried out preferably between 250 and 270 nm, and wherein the radiation doses 
are preferably of about 250 Joules/rn^. 

7. A process according to any of claims 4 to 6, characterized in that the solubilized plasma fraction is selected among 
the group comprising the solubilized fraction of a plasma cryoprecipitate. Cohn's Fi fraction and/or a mixture thereof. 

8. A process according to claim 7, characterized in that the solubilized fraction of the plasma cryoprecipitate is pre- 
viously submitted to a single chromatography step on an ion exchanger resin, comprising preferably a matrix made 
of a gel capable through the porosity and hydrophobicity properties thereof to keep the factor VIII • von Willebrand 

factor complex. 

9. A process according to claim 8, characterized in that the solubilized fraction of the plasma cryoprecipitate is pre- 
viously submitted to a prepurification treatment including an alumina hydroxide treatment andAv a precipitation at 
a temperature ranging between 10 and 20''C. 

10. A phamnaceutical composition, cosmetic or biological glue comprising.the fibrinogen concentrate according to any 
of claims 1 to 3. 

11. An Installation for producing a fibrinogen concentrate according to any of claims 1 to 3. of a phanmaceutical com- 
position, cosmetic and/or biological glue according to claim 10, characterized in that it comprises a device which 
is preferably a UVC ray emitter the wavelength of which ranges between 250 and 270 nm. preferably of about 254 
nm, at radiation doses of about 250 JoulesAn^ leading to a viral inactivation of the fibrinogen-comprising solubilized 
plasma fraction according to the process of claim 6. 
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FIG. 1 
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V 



FIG, 6 
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